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METHODS FOR DETERMINATION OF IN VITRO ANTIOXIDANT ACTIVITY FOR EXTRACTS AND ORGANIC 
COMPOUNDS. In the literature there are a considerable number of chemical and biochemical tests for evaluation of in vitro 
antioxidant activities of pure compounds or fractions and organic extracts. These tests are important tools for screening of synthetic 
and natural bioactive compound as well as they can be employed in food chemistry. This work is a critical review of the main methods 
employed for in vitro antioxidant determination. 
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INTRODUCAO 

O termo oxidacao de uma substancia era comumente definido 
como a incorporacao de oxigenio em sua estrutura. Atualmente, 
pode ser mais precisamente definido como sendo a conversao de uma 
substancia qufmica em um derivado com menor numero de eletrons. 
Oxidacao, portanto, e a perda de um ou mais eletrons para outra subs- 
tancia e o procedimento inverso pode ser considerado como reducao. 1 

A transferencia de eletrons e um dos processos qufmicos mais 
fundamentals para a sobrevivencia das celulas. O efeito colateral dessa 
dependencia e a producao de radicals livres e outras especies reativas 
de oxigenio (ERO) que podem causar dano oxidative Radicais livres 
sao atomos ou moleculas produzidos continuamente durante os pro- 
cessos metabolicos e atuam como mediadores para a transferencia 
de eletrons em varias reacoes bioqufmicas, desempenhando funcoes 
relevantes ao metabolismo. 2 As principals fontes de radicais livres sao 
as organelas citoplasmaticas que metabolizam oxigenio, nitrogenio 
e cloro, gerando grande quantidade de metabolites. 3 

Os radicais livres possuem diferentes papeis no organismo e 
encontram-se envolvidos na producao de energia, fagocitose, regu- 
la§ao do crescimento celular, sinaliza§ao intercelular e sfntese de 
substantias biologicas importantes. Entretanto, seu excesso apresenta 
efeitos deleterios, tais como danos ao DNA, protefnas e organelas 
celulares, como mitocondrias e membranas, provocando alteracoes na 
estrutura e fun§6es celulares e, dessa forma, se encontram envolvidos 
em diversas patologias a exemplo de cancer, envelhecimento preco- 
ce, doencas cardiovasculares, degenerativas e neurologicas, choque 
hemorragico, catarata, disfun<joes cognitivas, etc. 4 Para combater os 
radicais livres os organismos vivos produzem substantias que sao 
capazes de regenerar ou prevenir os danos oxidativos, exercendo seu 
papel como antioxidante. Alem destes, substantias com habilidade 
de sequestrar radicais livres podem ser obtidas de fontes externas, 
como alimentos e bebidas. Quando os antioxidantes produzidos pelo 



*e-mail: jmdavid@ufba.br 

"Artigo em homenagem ao Prof. Hans Viertler 



corpo sao insuficientes para combater os radicais livres produzidos 
pelo organismo, este sofre acoes degenerativas atraves do disturbio 
conhecido como estresse oxidativo. 

Os estudos sobre radicais livres e o desenvolvimento de novos 
metodos para avaliacao de atividade antioxidante (AA) tem aumen- 
tado consideravelmente nos ultimos anos. As descobertas do efeito 
deleterio dos radicais livres sobre as celulas e sua relacao com certas 
doencas, agindo como causador ou agravante, impulsionou a busca 
por novas substantias capazes de prevenir ou minimizar os danos 
oxidativos as celulas vivas. 

Os radicais livres atuam de maneira deleteria tambem sobre plantas 
e alimentos. A peroxidacao lipfdica e a principal causa da deterioracao 
dos corpos graxos. Ela e responsavel pela modificacao do odor e sabor 
dos alimentos, bem como perda da qualidade nutritional, acarretando 
depreciacao e/ou rej ei§ao por parte dos consumidores . 5 A decomposicao 
oxidativa pode ser iniciada por processos termicos, absorcao de raios 
gama ou radiacao ionizante, ou por iniciacao qufmica envolvendo fons 
metalicos ou metaloprotefnas. 6 Visando proportional' ao consumidor 
alimentos com mais alto grau de qualidade, existem diversas metodo- 
logias descritas na literatura para certificacao da qualidade dos corpos 
graxos, alem de procedimentos adotados de modo a minimizar os 
efeitos da oxidacao durante o processo de armazenamento. 7 Alem destas 
medidas, a adiijao de antioxidantes aos alimentos industrializados tem 
sido pratica corrente (Tabela 1), razao que justifica o atual interesse 
pela pesquisa de novos compostos antioxidantes. 8 

METODOS PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE 
ANTIOXIDANTE (AA) 

Existem diversos metodos para avaliar a atividade antioxidante 
in vitro de substantias biologicamente ativas, envolvendo desde 
ensaios qufmicos com substratos lipfdicos a ensaios mais complexos 
utilizando as mais diversas tecnicas instrumentais. 9 

Estes testes tem se tornado ferramentas usuais e extremamente 
necessarias na selecao inicial de substantias que possam ser utilizadas 
como farmacos, auxiliando os pesquisadores na avaliacao da atividade 
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de substantias isoladas de produtos naturais, bem como obtidas de das especies de planta para estudos qmmicos e farmacologicos, bem 
fontes sinteticas. Alem disso, estes metodos podem auxiliar na escolha como grau de maturacao, condicoes ambientais, etc. e comprovar a pre- 

Tabela 1. Estrutura e propriedade dos antioxidantes sinteticos e naturais mais utilizados 

Antioxidante Estrutura Natureza Cinetica Carater 



BHA 



BHT 



TBHQ 



Trolox 



galato de n-propila 



acido galico 



quercetina 



a-tocoferol 




acido ascorbico 



Figura 2 
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senca de substantias antioxidantes em alimentos como frutas, legumes 
e bebidas, ressaltando a importancia de uma dieta rica em vegetais. 

Devido aos diferentes tipos de radicais livres e as suas diferentes 
formas de atuacao nos organismos vivos, dificilmente existira um 
metodo simples e universal pelo qual a atividade antioxidante possa 
ser medida precisa e quantitativamente. Assim, a busca por testes mais 
rapidos e eficientes tern gerado um grande numero de metodos para 
avaliar a atividade de antioxidantes naturais pelo uso de uma grande 
variedade de sistemas geradores de radicais livres. 

Devido a larga divergencia dos resultados de testes com antio- 
xidantes naturais em alimentos, muitos protocolos e diretrizes tem 
sido estabelecidos no sentido de trazer ordem e concordancia a este 
importante campo. 10 Para se ter uma avaliacao mais precisa da AA 
de uma determinada substantia, e necessario saber quais tipos de 
radicais sao gerados, como, onde e a extensao do dano causado. 
Assim, o entendimento sobre os efeitos dos compostos antioxidantes 
somente pode ser aperfeicoado se metodologias mais especfficas 
forem utilizadas, e se estas forem capazes de definir quais produtos 
sao formados e inibidos pelos antioxidantes, e em quais condicoes, 
sistemas e alvos de protecao." 

Halliwell 12 propoe algumas questoes que devem ser usadas 
para avaliar a acao antioxidante in vivo, que podem ser respondidas 
por experimentos simples e seu resultado nos permite rejeitar um 
possfvel antioxidante, pois um composto que exibe baixa atividade 
antioxidante in vitro provavelmente exibira pouca atividade in vivo. 

O efeito do sequestro de radicais e determinado nao somente pela 
reatividade do antioxidante com o radical, mas tambem pela sua con- 
centracao. Embora muitos antioxidantes reajam rapidamente com o 
radical hidroxil, muitas moleculas biologicas, que sao mais abundantes 
que os antioxidantes, reagem tambem rapidamente com esse radical. 
Por isso e praticamente impossfvel para algum antioxidante sequestrar 
o radical hidroxil efetivamente. Outro ponto importante e saber onde os 
radicais livres sao produzidos, e se o antioxidante e capaz de alcanca- 
los. Por exemplo, a vitamina C e um potente sequestrador para radicais 
hidrofflicos, mas pobre frente a radicais lipofflicos. 13 

Um dos fatores determinantes para AA de substantias naturais e a 
sua solubilidade. Por exemplo, substantias polares sao mais efetivas em 
grandes quantidades de oleo porque podem se acumular na interface ar- 
oleo ou em micelas reversas dentro deste, onde as reacoes de oxidacao 
lipfdica ocorrem com maior frequencia devido a alta concentracao de 
oxigenio. Em contraste, antioxidantes nao polares sao mais efetivos em 
emulsoes porque sao retidos nas gotfculas de oleo e/ou acumulados na 
interface oleo-agua, onde ocorre a interacao entre os hidroperoxidos 
das gotfculas e substantias pro-oxidantes da fase aquosa como, por 
exemplo, os metais de transicao. 14 Essa tendencia de antioxidantes lipo- 
fflicos terem melhor eficiencia em alimentos com grande concentracao 
de agua, enquanto que antioxidantes polares sao mais efetivos em oleo, 
tem sido denominada como "paradoxo antioxidante". 15 

Os testes antioxidantes em alimentos e sistemas biologicos po- 
dem ser classificados em dois grupos: os ensaios usados para avaliar 
peroxidacao lipfdica, no qual um lipfdio ou substrata lipoproteico 
sob condicoes padrao e usado e o grau de inibicao da oxidacao e 
medido, e os ensaios usados para medir a habilidade de sequestro 
de radicais livres. 16 

Na presente revisao encontra-se uma avaliacao crftica dos 
metodos de determinacao de atividade antioxidante in vitro mais 
utilizados para avaliar a capacidade sequestradora de antioxidantes 
naturais sobre as ERO. 

Sequestro do radical 2,2-difenil-l-picriI-hidrazil (DPPH) 

A molecula de DPPH e caracterizada como um radical livre 
estavel em virtude da deslocaliza<jao do eletron desemparelhado por 



toda a molecula. Esta deslocalizacao confere a esta molecula uma 
colora§ao violeta, caracterizada por uma banda de absorcao em etanol 
em cerca de 520 nm. 17 Este ensaio se baseia na medida da capacidade 
antioxidante de uma determinada substantia em sequestrar o radical 
DPPH (Figura 1), reduzindo-o a hidrazina. Quando uma determinada 
substantia que age como doador de atomos de hidrogenio e adicio- 
nada a uma solucao de DPPH, a hidrazina e obtida com mudanca 
simultanea na colora§ao de violeta a amarelo palido. 





NO, 



Figura 1. Formas radicular (1) e nao radicular (2) do DPPH 

Esta habilidade foi primeiramente avaliada espectroscopicamente 
por ressonancia de eletron spin (RES), uma vez que a intensidade 
do sinal do radical DPPH e inversamente relacionada com a concen- 
tracao do antioxidante testado e o tempo de reacao. 18 Entretanto, o 
metodo de controle mais utilizado e o decaimento da absorvancia no 
comprimento de onda observado entre 5 1 5 a 528 nm, produzido pela 
adicao do antioxidante a uma solucao alcoolica do radical DPPH. Este 
metodo e considerado, do ponto de vista metodologico, um dos mais 
faceis, precisos e reprodutivos na avaliacao da atividade antioxidante 
de sucos de frutas, extratos vegetais e substantias puras, tais como 
flavonoides e terpenoides. 19 

Utilizando este metodo para avaliar a atividade antioxidante de 
alguns compostos fenolicos, incluindo os acidos ascorbico e isoascor- 
bico (Figura 2), Brand- Williams et al. 10 conclufram que a interacao 
de um potential antioxidante com o DPPH depende, sobretudo, 
de sua conformacao estrutural e do numero de grupos hidroxflicos 
disponfveis. Entretanto, para a maioria das substantias testadas o 
mecanismo parece ser muito mais complexo, necessitando de um 
estudo posterior mais aprofundado. 



OH 



HO. 





HO' OH 

3 4 
Figura 2. Estrutura dos acidos ascorbico (3) e isoascorbico (4) 

Sanchez-Moreno et al. 21 propuseram uma metodologia para a 
avaliacao da atividade antioxidante levando em conta nao somente 
a concentracao do antioxidante, mas tambem o tempo de reacao ne- 
cessario pra sequestrar este radical, introduzindo assim a eficiencia 
antirradicalar como um novo parametro. Utilizando esta metodologia, 
as AAs de vinhos tinto, rose e branco foram avaliadas, concluindo 
que existe uma correlacao entre eficiencia antirradicalar e concentra- 
cao de polifenois presentes nos vinhos. 22 Embora este seja um teste 
largamente utilizado, tanto pela simplicidade e rapidez quanto pela 
reprodutibilidade, os resultados devem ser cuidadosamente interpre- 
tados. As substantias analisadas podem interferir nos resultados caso 
seus espectros se sobreponham ao do DPPH ao redor de 5 1 5 nm como, 
por exemplo, os carotenoides. Sendo a acessibilidade esterica o fator 
determinante da reacao, moleculas pequenas que tem melhor acesso 
ao sftio do radical podem apresentar uma maior atividade aparente 
quando comparada as moleculas maiores. 23 
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Metodo da co-oxidacao do p-caroteno/acido linoleico 

O P-caroteno e o mais abundante dos carotenoides e largamente 
utilizado em terapias. E quase completamente insoluvel em agua, 
mas facilmente soluvel em ambientes hidrofobicos e solventes pouco 
polares. Tern sido reportado nos ultimos 30 anos que o P-caroteno 
exibe alta reatividade com eletrofilos e oxidantes. Muitos estudos tem 
demonstrado que ele inibe a auto-oxidacao de lipfdios em tecidos 
biologicos e produtos alimentfcios, porem poucos detalhes da cinetica 
e mecanismo destas reacoes tem sido revelados. 24 

Diversas tecnicas tem sido utilizadas para determinar a ativida- 
de antioxidante in vitro, de forma a permitir uma rapida selecao de 
substancias e/ou misturas potencialmente interessantes na prevencao 
de doencas cronico-degenerativas. Dentre estes metodos destaca-se 
o sistema de co-oxida§ao do P-caroteno/acido linoleico (Figura 3), 
originalmente descrito por Marco 25 e modificado por Miller. 26 Este 
metodo nos permite avaliar a capacidade de uma determinada subs- 
tantia prevenir a oxidacao do P-caroteno, protegendo-o dos radicais 
livres gerados durante a peroxidacao do acido linoleico. A reacao pode 
ser monitorada espectrofotometricamente pela perda da colora§ao do 
P-caroteno em 470 nm, com leitura imediata e em intervalos de 15 
min, por um tempo total de 2 h. 27 




6 



Figura 3. Estrutura do $-caroteno (5) e do dcido linoleico (6) 

O Tween-40 e utilizado como emulsificante e ajuda a dissolver 
completamente a mistura p-caroteno/acido linoleico em cloroformio 
que, apos total remocao do solvente, e dissolvida em agua previamente 
saturada com oxigenio atmosferico. O resultado pode ser comparado 
com padroes sinteticos, como BHA, BHT e trolox, ou naturais, como 
acido galico ou quercetina (Tabela 1). 

Este metodo tem sido amplamente utilizado para avaliar a ativi- 
dade antioxidante tanto de substancias isoladas de extratos vegetais, 
quanto de frutas e bebidas. Dentre varias classes de substancias 
naturais ativas, as pro-antocianinas isoladas de extratos de especies 
de Leguminosae mostraram ser tao eficientes quanto os antioxidan- 
tes comerciais, tais como galato de n-propila e a-tocoferol (Tabela 
l), 28 enquanto Bandyopadhyay et a/. 29 as utilizaram para testar a AA 
de extratos de beterraba, gengibre e hortela, sendo que o gengibre 
apresentou atividade comparavel a dos antioxidantes sinteticos BHA 
e BHT. Avaliando a AA dos extratos do subproduto do pseudofruto 
do caju, os quais exibiram expressiva atividade comparada ao BHT, 
Broinizi et al. 21 apresentaram perspectivas de se ter um melhor apro- 
veitamento dos resfduos resultantes do processamento industrial do 
pedunculo do caju. Hassimotto et al. m avaliaram frutas, vegetais e 
polpas de frutas consumidas na dieta brasileira, onde as amostras que 
possufam maior concentracao de antocianinas apresentaram maior 
AA. Esta metodologia foi ainda adotada para avaliar a AA de com- 
postos presentes em bebidas como chas, cafe e vinhos, evidenciando 
a acao benefica destas bebidas para o consumo humano. 31 

Duarte-Almeida 32 utilizou leitor de microplacas automaticas e 
sequenciais, ocasionando maior precisao no metodo alem de evitar o 
uso de um numero grande de cubetas para as replicatas. Desta forma, 
a adaptacao da metodologia para realizacao em microplacas com 
leituras automatizadas pode ser uma ferramenta vantajosa. 



O metodo da co-oxidacao empregando o sistema p-caroteno/acido 
linoleico e um teste simples e sensfvel, e por nao utilizar altas tempe- 
raturas permite a determinacao da AA de substancias termossensfveis, 
porem apresenta alguns inconvenientes. A utilizacao do meio emul- 
sionado, por exemplo, interfere nos valores de absorvancia causando 
baixa reprodutibilidade, e a interacao do P-caroteno com o oxigenio 
proveniente do meio dificulta a interpretacao dos resultados. 33 

Analise por fluorescencia - ensaio fluorimetrico 

Pesquisas clfnicas, farmaceuticas e bioqufmicas estao sendo 
continuamente estimuladas na procura por metodos analfticos mais 
sensfveis usando microamostras. Espectroscopia por fluorescencia 
e uma das tecnicas que combina alta sensibilidade sem perda de 
especificidade ou precisao. Mais recentemente, o uso de qufmio e 
bioluminescencia tem aberto novos caminhos na pesquisa e aplicacao, 
primeiramente no campo de imunoensaios. A vantagem no uso de 
tecnicas de bioluminescencia e a combinacao de uma instrumentacao 
relativamente simples e excelente sensibilidade. 34 Por apresentar 
uma serie de vantagens, a espectroscopia por fluorescencia tem sido 
largamente utilizada na busca por antioxidantes de fontes naturais, 
originando assim uma serie de metodos que podem auxiliar na selecao 
e avaliacao de substancias bioativas. 35 

Sequestro do peroxido de hidrogenio (Hf) 2 ) 

Embora o peroxido de hidrogenio nao seja considerado um 
radical livre, esta envolvido de forma direta ou indireta em diversas 
patologias. Em termos qmmicos, H 2 0 2 e fracamente reativo, no 
entanto exerce papel importante no estresse oxidativo por ser capaz 
de transpor as membranas celulares facilmente e gerar o radical 
hidroxil (•OH). 36 

O peroxido de hidrogenio (H 2 0 2 ) e gerado in vivo pela dismuta- 
cao do radical anion superoxido (0 2 *-) ou e produzido por enzimas 
oxidases e pela oxidacao de acidos graxos. H 2 0 2 pode atuar como 
agente oxidante ou redutor leve, mas nao oxida a maioria das mo- 
leculas organicas facilmente, incluindo lipfdios, DNA e protemas 
(com exce§ao de protemas que apresentem resfduos de metionina ou 
grupos tiol muito reativos, a exemplo da glutationa (GSH)). O efeito 
deleterio do H 2 0, vem de sua facil conversao para um radical hidroxil, 
por exposicao a luz ultravioleta (Equacao 1) ou por interacao com 
metais de transicao como o ferro, atraves da reacao conhecida como 
reacao de Fenton (Equacao 2). 37 

H 2 0 2 JSL +- 2 ' 0H 

Equagao 1 . Conversao do peroxido de hidrogenio em radical hidroxil 

Fe 2+ + H 2 0 2 ► Fe 3+ + -OH + OH 

Equacao 2. Reacao de Fenton 

Diversas tecnicas tem sido aplicadas para diferentes tipos de 
amostras, a mais comum avalia a capacidade de uma substantia 
sequestrar o peroxido de hidrogenio empregando peroxidase da raiz 
forte (HRP) que utiliza o H 2 0 2 para oxidar a escopoletina (Figura 
4), uma cumarina conhecida por apresentar alta fluorescencia, em 
um produto nao fluorescente. Na presenca de um antioxidante, a 
oxidacao da escopoletina e inibida e o H 2 0 2 pode ser monitorado 
por um espectrofluorfmetro em 430 nm. 38 

Szatrowski e Nathan 39 utilizaram este metodo para avaliar a con- 
centracao de H 2 0 2 em celulas tumorais humanas, constatando que 
estas celulas produzem grande quantidade deste composto. Gomes 
et al. 40 avaliaram a capacidade antioxidante dos extratos vegetais de 




Figura 4. Estrutura da escopoletina 

Polypodium leucotomos que, embora tenha apresentado alta atividade 
antioxidante sobre os radicals hidroxil, anion superoxides e oxigenio 
singlete, apresentou baixa atividade contra o peroxido de hidrogenio. 

Halliwell 12 propoe dois pontos que devem ser considerados ao 
usar este metodo: ha necessidade de checar se a substancia teste 
nao funciona como um substrato para a peroxidase, o que poderia 
decrescer a fluorescencia atraves da competicao com a escopoletina; o 
radical superoxido pode inibir a peroxidase e comprometer a medida 
de H 2 0 2 em sistemas geradores de O •-. 

Sequestro do radical peroxil - Metodo ORAC 

O radical peroxil e um oxidante comumente encontrado em subs- 
trates biologicos. E menos reativo que o »OH possuindo um tempo 
de meia-vida de segundos a nanossegundos. 11 Oxygen radical absor- 
bance capacity (ORAC) e um metodo que se baseia na propriedade 
fluorescente das protemas B-ficoeritrina (B-PE) e R-ficoeritrina (R- 
PE). Estas protemas sao usadas como indicador fluorescente e foram 
primeiramente isoladas de Porphyridium cruentum e algas vermelhas, 
respectivamente. Neste ensaio o radical peroxil, gerado pelar reacao 
do AAPH [dicloreto de 2,2'-azobis(2-amidinopropano)] com oxige- 
nio atmosferico, reage com o indicador fluorescente para formar um 
produto nao fluorescente, que pode ser medido por espectrofotometria 
com maxima emissao de fluorescencia em 575 nm (B-PE) e 578 nm 
(R-PE). 41 Este ensaio avalia a atividade antioxidante atraves da inibicao 
da oxidacao, induzida pelo radical peroxil, por transferencia de atomos 
de hidrogenio. A atividade antioxidante de uma dada substancia e de- 
terminada atraves da diferenca entre a area da amostra subtrafda pela 
area do branco (Net AUC), medida pelo decaimento da fluorescencia 
com a adicao da substancia antioxidante no decorrer do tempo. 

Usando-se Trolox de concentracoes conhecidas, uma curva 
padrao e gerada e a atividade ORAC da amostra e calculada. Este 
ensaio expressa o resultado em unidade de ORAC ou equivalentes de 
Trolox, o qual corresponde a quantidade de Trolox em micromols que 
tern a mesma atividade antioxidante de um litro da solucao testada. 42 

Atanasiu et a/. 43 utilizaram este metodo para avaliar a atividade 
antioxidante da caeruloplasmina, uma protema plasmatica envolvida 
no transporte de cobre, que se mostrou duas vezes mais eficiente que 
o Trolox. Cao et a/.^avaliaram a atividade antioxidante e pro-oxidante 
de alguns flavonoides e observaram que flavonas e flavanonas com 
um unico grupo OH substituinte nas posicoes 3, 6, 2' ou 4' e 7, 2', 
3' ou 4', respectivamente, exibiram pouca atividade. Flavona com 
um unico OH substituinte na posicao 5 nao apresentou atividade 
detectavel, entretanto flavanona com OH substituinte na posicao 
6 apresentou atividade maior que a do Trolox. Entre os compostos 
com a mesma estrutura, diferindo apenas no numero de hidroxilas, 
a atividade antioxidante foi proporcional ao numero de substituintes 
OH na estrutura da molecula. Assim, os compostos camferol, quer- 
cetina e miricetina (Figura 5) exibiram 2,7; 3,3 e 4,3 equivalentes 
de Trolox, respectivamente, comprovando a importancia de grupos 
hidroxflicos substituintes em C-3'e C-4' na atividade sequestradora 
de radicais peroxil. 

Alguns flavonoides exibiram forte atividade antioxidante sobre 
radicais livres, porem demonstraram atividade pro-oxidante em pre- 
senca de metais de transicao. A atividade antioxidante ou pro-oxidante 
dos flavonoides depende de sua estrutura, da concentracao e da fonte 
de radicais livres. Em geral, quanta maior o numero de substituintes 
OH, maior a atividade. 37 
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Figura 5. Estrutura de alguns flavonoides 

O uso de B-ficoeritrina tem diminmdo devido a sua variabilidade 
na reatividade, por ser fotossensfvel, apresenta descoloragao ao ser 
exposta a luz de excita§ao, e por sua alta afinidade por polifenois, 
particularmente proantocianidinas, o que tem levado a resultados 
inconsistentes. 45 Os indicadores fluorescentes preferidos atualmente 
sao fluorescefna e diclorofluoresceina (Figura 6), que sao mais esta- 
veis e menos reativos. 23 




7 8 

Figura 6. Estrutura da fluorescefna (7) e diclorofluoresceina (8) 

Sequestro de radical superoxido - xantina oxidase 

A producao do anion superoxido (O, - -), uma especie reativa de 
oxigenio, e essencial para a defesa de organismos vivos e atua na 
transferencia de sinais entre celulas vivas. Entretanto, a superpro- 
ducao de O, - - causa estresse oxidativo e esta envolvida em diversas 
patologias. 46 

Xantina oxidase (XO) e a enzima responsavel pela transformacao 
tanto da hipoxantina em xantina, quanta desta em acido urico, tendo 
como consequencia a producao de peroxido de hidrogenio e radical 
superoxido (Figura 7), por isso e considerada uma das principals 
fontes biologicas de especies reativas de oxigenio. 47 Assim, e possfvel 
que a inibicao deste processo enzimatico por compostos que exibem 
propriedades antioxidante ou inibitoria da xantina oxidase possam 
ter uso terapeutico. 48 

A atividade de um grande numero de substancias pode ser medida 
em termos da atividade sequestradora do radical superoxido ou atraves 
da inibicao da a§ao da xantina oxidase. O 0 2 *- pode ser gerado por 
distintos sistemas enzimaticos, entre eles a reacao catalisada pela 
enzima xantina oxidase, ou pelo sistema nao enzimatico atraves da 
reacao de metassulfato de fenazina (PMS) com NADH e oxigenio 
molecular. 49 

No metodo utilizado para avaliar a capacidade sequestradora, o 
radical 0 2 *- produzido reduz nitroblue tetrazolium (NBT) a formazan 
em pH 7,4 e temperatura ambiente (Figura 8), e a geracao do formazan 
e acompanhada por espectrofotometria pela mudanca da coloracao 
amarelo palido do NBT para uma coloracao purpura do formazan em 
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Figura 7. Conversao de hipoxantina a xantina e desta a dcido urico 



560 nm. As moleculas que atuam como antioxidante reagem com O •- 
inibindo a producao do formazan. 50 Gaulejac et a/. 51 utilizaram este 
metodo para avaliar a atividade sequestradora do radical superoxido 
em vinho tinto, e conclufram que esta atividade, usualmente atribufda 
aos taninos prociamdicos, esta tambem relacionada as antocianinas 
presentes nesta bebida. 



O O 




Formazan NBT 
Figura 8. Formacao do formazan a partir do NBT 

Algumas modificacoes no metodo sao encontradas na literatura 
como, por exemplo, o uso de cloreto de hidroxilamonio como agen- 
te oxidante ao inves do NBT. A consequente producao de nitrila e 
acompanhada espectrofotometricamente em 530 nm e a atividade 
antioxidante e medida pela inibicao desta producao. 52 

No metodo utilizado para avaliar a capacidade de inibicao da ativi- 
dade da XO no sistema xantina/xantina oxidase, a atividade e medida 
pela avaliacao da producao do acido urico, que e formado juntamente 
com o radical superoxido, por espectrofotometria em 290 nm. 53 Cos et 
al. 54 utilizaram esta metodologia para avaliar a atividade inibitoria de 
flavonoides sobre a XO, concluindo que flavanonas, di-hidroflavonois 
e flavanois nao sao capazes de inibir a acao da enzima. No entanto, 
entre as flavonas e flavonois a presenca de grupos hidroxilas nas posi- 
coes C-5 e C-7 aumenta a acao inibitoria, enquanto a presenca destes 
grupos ligados em C-6 e C-3 diminui consideravelmente este efeito. 
A substituicao de grupos hidroxila por acucares diminui a acao sobre 
a enzima XO em relacao as suas respectivas agliconas, indicando que 
as interacoes estericas reduzem o efeito inibidor de flavonoides sobre 
a xantina oxidase. Um dos fatores determinantes na acao inibitoria e a 
planaridade destas moleculas. Com a presenca da dupla ligacao entre 
C-2 e C-3, o anel B estara acoplado com os aneis A e C atraves da 
conjugacao. A satura^ao desta dupla ligacao destruira a conjugacao e a 
coplanaridade da molecula e, consequentemente, sua acao sobre a enzi- 
ma. Os resultados obtidos estao em acordo com os dados descritos na 
literatura, os quais destacam como caracteristicas importantes para AA 
de flavonoides a dupla ligacao entre C-2 e C-3, o numero de hidroxila 
presentes nos aneis A, B e C e a presenca de uma carbonila em C-4. 37,55 

Ramallo et al. 56 adaptaram este metodo aplicando uma solucao 
contendo a enzima xantina oxidase e NBT sobre a superficie de placa 
cromatografica previamente elmda com as amostras teste em solvente 



apropriado. Apos secagem, a placa e imersa em uma solucao conten- 
do o substrata xantina, para iniciar a reacao. A oxidacao da xantina 
produz radicals superoxido, os quais reduzem o NBT (de colora§ao 
amarelo palido) a formazan, que apresenta colora§ao purpura. Subs- 
tantias capazes de inibir a acao da enzima irao impedir a producao 
do radical superoxido e, consequentemente, a producao do formazan. 
A a§ao inibitoria da XO e, entao, detectada como manchas brancas 
sob a superflcie purpura da placa, que e comparada com substantia 
padrao, previamente elufda junto com as amostras, em quantidades 
decrescentes de concentracao ate o limite de detecgao de 5 ng. 

Sequestro do radical hidroxil - metodo 2: deoxirribose 

O radical hidroxil (HO*) e um dos mais deleterios radicais livres, 
pois sua meia-vida e muito curta e dificilmente pode ser sequestrado 
in vivo. Em experimentos in vitro pode ser sequestrado facilmente 
devido a sua alta reatividade, porem para que esse resultado se repro- 
duza in vivo e necessario que sejam ministradas altas concentracoes 
de antioxidante. Este radical frequentemente ataca as moleculas por 
abstracao de hidrogenio e pode ser gerado atraves da reacao do H^O, 
com metais de transicao ou pela homolise da agua por exposicao a 
radiacao ionizante. 4,57 

Um dos metodos espetificos para determinar o sequestro do 
radical hidroxil e o ensaio empregando-se a 2-deoxirribose. Neste 
ensaio, »OH e gerado pela rea§ao do cloreto ferrico (FeCl 3 ) e acido 
etilenodiaminotetracetico (EDTA) na presenca de ascorbato, que rea- 
ge para formar Ferro(II)-EDTA juntamente com ascorbato oxidado. O 
H 2 0 2 reage com Ferro(II)-EDTA para formar Ferro(III)-EDTA e *OH 
atraves da reacao de Fenton. O radical formado pode entao reagir com 
2-deoxirribose para formar produtos que, sob aquecimento com acido 
tiobarbiturico (ATB) em pH baixo, apresentam colora^ao rosada, sen- 
do monitorado por espectrofotometria na regiao do visfvel (532 nm). 58 
Substantias que tenham propriedades antioxidantes podem competir 
com a 2-deoxirribose pelo radical, produzindo uma diminuiijao na 
intensidade da coloracao. 59 Aruoma et a/. 60 utilizaram este metodo 
para avaliar a atividade antioxidante e pro-oxidante do acido galico 
e seus derivados, concluindo que estas substantias apresentam a§ao 
antioxidante sobre ERO's, porem apresentam efeito pro-oxidante 
quando em presenca de metais de transicao como Fe +3 . Este metodo 
tambem foi utilizado por Martmez-Tome et al, 61 na avaliacao da ati- 
vidade antioxidante de aminoacidos extrafdos de brocolis de algumas 
especies mediterraneas, dos quais a glutamina apresentou mais alta 
atividade sequestradora do radical hidroxil quando comparado com 
antioxidantes comerciais. 

Este teste e considerado um metodo simples e barato de medir a 
reatividade de algumas moleculas organicas (ex. ADP e ATP) frente 
ao radical »OH, porem algumas precaucoes devem ser observadas 
para se obter resultados satisfatarios: o antioxidante testado nao deve 
reagir com o precursor do radical hidroxil (ex. H 2 0 2 ), caso contrario 
nao havera forma§ao do mesmo; a reacao do antioxidante com o *OH 
nao deve gerar produtos que apresentem coloracao. 12 

Hagerman et fl/. 62 propuseram uma modifica§ao do metodo, onde 
se omite a utilizacao de ascorbato permitindo avaliar o potential de 
algumas substantias se comportarem como pro-oxidantes. Substan- 
tias que apresentem acao pro-oxidante podem reduzir o Fe +3 a Fe +2 e, 
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assim, permitem a reacao de Fenton, a qual culminara na produ§ao do 
radical hidroxil e, consequentemente, degradacao da 2-deoxirribose. 

Para identificar substancias com propriedades quelantes, outra 
modificacao do ensaio e realizada sem a presenca do EDTA, onde 
alguns compostos podem inibir a formacao da coloracao nao por 
reagirem com o radical hidroxil, mas por quelarem o ion ferro e 
impedirem a formacao de 'OH. 63 

Variacao do metodo de degradacao da 2-deoxirribose: inibicao da 
peroxidacao lipidica empregando-se homogenato de cerebro de ratos 

Alguns autores utilizam o acido tiobarbiturico para avaliar a 
atividade antioxidante de substancias frente ao radical peroxil, em- 
pregando homogenato de cerebro de ratos. 

O cerebro e particularmente vulneravel a peroxidacao lipidica, 
pois consome uma grande quantidade de oxigenio e e rico em acidos 
graxos poli-insaturados altamente peroxidaveis; alem disso, sua capa- 
cidade antioxidante e limitada. 64 Em cerebros sob estresse oxidativo, 
o ferro pode ser liberado de proteinas de armazenamento, como fer- 
ritina ou heme proteinas, e contribuir para a inicia§ao e propagagao 
da peroxidacao lipidica. Acredita-se que o radical hidroxil esteja 
envolvido na iniciacao da peroxidacao lipidica. Entretanto, alguns 
investigadores tern questionado essa afirmacao, sugerindo que Fe +2 e 
Fe +3 podem estar envolvidos em um complexo ferro-oxigenio, agindo 
como especie oxidante. 65 Este ensaio e similar ao que utiliza 2-deoxir- 
ribose, no entanto o radical »OH produzido pela adicao de Fe +2 , acido 
ascorbico e H 2 0 2 causa peroxidacao no homogenato de cerebro de 
ratos. O produto da peroxidacao lipidica reage com o ATB para for- 
mar substancias que apresentam coloracao rosada sob aquecimento, 
sendo acompanhada por espectrofotometria em 532 nm. A oxidacao 
6 inibida com a adicao de um antioxidante, sendo acompanhada pela 
reducao na absorvancia. 66 A formacao da coloracao e resultado de 
um complexo formado pelos produtos oxidados dos acidos graxos 
insaturados com o ATB. Um dos maiores produtos formados desta 
degradacao e o malondialdeido (MDA), embora outros produtos de 
oxidacao, incluindo aldeidos a, p insaturados e varios precursores 
nao volateis destas substancias possam tambem estar envolvidos. 67 
Embora este teste seja largamente utilizado, nao e especifico, e as 
condicoes reacionais tem um efeito significativo no desenvolvimento 
da coloracao. Uma das vantagens no uso do homogenato de cerebro 
de ratos e o emprego de moleculas alvo provenientes de tecido animal 
na busca por substancias antioxidantes. 

Oboh e Helen 64 utilizaram este metodo para avaliar a AA do 
extrato aquoso das folhas de Salvia officinalis, o qual apresentou 
alta habilidade em proteger o homogentato de cerebro e figado de 
ratos da peroxidacao lipidica. Esta habilidade pode ser atribufda a 
alta AA da vitamina C e de compostos fenolicos presentes nas folhas 
deste vegetal. 

Sequestro do acido hipocloroso 

O HOC1 e um potente agente oxidante gerado nos neutrofilos pela 
reacao de ions cloreto (CI ) com peroxido de hidrogenio catalisado 
pela mieloperoxidase (MPO). Acredita-se que a producao de HOC1 
por este sistema constitui um importante mecanismo de defesa contra 
micro-organismos, entretanto, sua producao excessiva pode levar a 
danos nos tecidos, contribuindo para o desenvolvimento de doencas 
como aterosclerose e cancer. 68 

OCj-Antiproteinase (a,-AP) e um potente inibidor da serina pro- 
tease em fluidos do corpo humano, mas e tambem muito sensivel 
ao ataque por HOC1. Por exemplo, (Xj-AP inibe a enzima elastase. 
Quando oCj-AP e inativada pelo acido hipocloroso, perde a capa- 
cidade de inibir a elastase. Assim, a habilidade de um composto 
em proteger o^-AP tem sido adotada como metodo para avaliar a 
atividade antioxidade de substancias em relacao ao HOC1, sendo 



monitorada por espectrofotometria (410 nm) . Wasil etal. m avaliaram 
a atividade antioxidante de fluidos humanos extracelulares atraves da 
producao de HOC1 usando MP0/H 2 0 2 /C1" (Equacao 3) como fonte 
desta substancia e concluiram que esta atividade se deve, em grande 
parte, a albumina presente nestes fluidos. A acao inibitaria da o^-AP 
sobre a elastase (extraida do pancreas de porco), apos a adicao do 
substrata elastase [N-(3-carboxipropionil)trialanil p-nitroanilida], 
foi monitorada espectrofotometricamente pelo aumento linear da 
absorbancia em 410 nm. 



H 2 0 2 + CI" + H + ► H 2 0 + HOC1 

Equa§ao 3. Geracao do acido hipocloroso 

Aruoma et al. 60 utilizaram uma modificagao deste metodo para 
avaliar a atividade antioxidante do acido galico e seus derivados, no 
qual HOC1 e gerado imediatamente antes do uso atraves da reacao 
do hipoclorito de sodio em pH 6,2 com acido sulfurico diluido. 
Seguindo esta metodologia, Martinez-Tome et al. 57 avaliaram a AA 
de aminoacidos extraidos de brocolis, no qual a asparagina mostrou 
mais alta atividade sequestradora do acido hipocloroso. 

TECNICAS ELETROQUfMICAS 

Com substancias puras e possivel realizar nao somente uma 
caracterizacao eletroquimica, como tambem obter correlacoes entre 
aspectos estruturais e mecanismo de atividade antioxidante. 70 Assim, 
e possivel utilizar tecnicas eletroanalfticas para determinar a atividade 
antioxidante de substancias de ampla distribuicao em vegetais tais 
como acidos ascorbico e elagico, resveratrol, flavonoides, hesperidina, 
taninos, antocianinas e derivados dos acidos benzoico e cinamico. 71 
Alguns aspectos podem ser determinados no que diz respeito aos 
mecanismos de oxidorreducao. Entre eles pode-se destacar: avaliacao 
do efeito de substituintes e conjugagao de duplas no deslocamento de 
potenciais redox; efeito da participacao do proton ou dependencia do 
pH; 72 efeito de solvente e, numero de eletrons ou etapas envoi vidas. 7073 

As tecnicas voltametricas podem correlacionar potenciais de 
oxidacao, intensidade de corrente e/ou outros parametros eletroqui- 
micos com a capacidade antioxidante, portanto podem se mostrar 
mais seletivas e sensiveis que os demais metodos espectrometricos. 
Entre as tecnicas mais difundidas destacam-se a voltametria ciclica 
(VC) e a voltametria de pulso diferencial (VPD). As informacoes 
mais importantes fornecidas pela voltametria ciclica sao lp,a, lp,c, 
Ep,a e Ep,c, respectivamente, correntes de picos anodico e catodico 
e potenciais de picos anodico (relativo ao processo de oxidacao) e ca- 
todico (relativo ao processo de reducao), respectivamente. 72 - 74 Quanta 
maior o valor de Ep,a, menor e o poder doador de eletron da especie 
em estudo e, portanto, teoricamente, menor seu poder antioxidante. 

As tecnicas coulometricas baseiam-se na medida da quantidade 
de eletricidade ou carga requerida para oxidar ou reduzir um analito 
alvo. Baseiam-se no principio da proporcionalidade entre numero 
de eletrons (n) que fiuem pelo eletrodo e quantidade em moles de 
substancia eletroativa envolvida na rea§ao eletroquimica (l a Lei de 
Faraday); logo, um requisito importante e que a reacao eletrolitica 
se de com maxima eficiencia. 

Atraves do uso da eletrolise em fluxo continuo, observaram-se 
boas correlates entre intensidade de corrente (I) e atividade antioxi- 
dante de diversas especies eletroativas naturais, tais como catequinas 
e outros polifenois. Ademais, a aplicacao destas tecnicas a compostos 
polifenolicos permite ainda relacionar os valores de n (numero de 
eletrons) ou de I (corrente) aos numeros de hidroxilas. Os resultados 
obtidos para a atividade antioxidante de 34 produtos naturais atraves 
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de tecnicas diversas demonstraram que a correlacao entre metodos 
eletroqufmicos e capacidade de sequestrar radicals, i.e. ensaio DPPH, 
e maior quando comparada ao numero de eletrons (eletrolise em fluxo 
contfnuo) e ao potencial de oxidacao (voltametria cfclica). 73 

Alem das anteriores, varias outras tecnicas baseadas em metodos 
eletroqufmicos vem sendo implementadas. Dentre estas, se destacam 
os metodos baseados na protecao a oxidagao de bases de DNA e 
aqueles baseados na capacidade de reducao do Fe 3+ e Ce 4+ . 

Um procedimento simples para a deteccao voltametrica da ati- 
vidade antioxidante de extratos de plantas ou de substancias puras 
e aquele baseado na protecao contra danos no DNA. Neste metodo, 
um eletrodo cuja superffcie foi previamente modificada com DNA 
e submetido a voltametria cfclica, em diferentes solucoes contendo 
os extratos vegetais ou fitoantioxidantes, cuja atividade antioxi- 
dante se pretende determinar. Em princfpio, os ensaios efetuados 
em solucoes eletrolfticas com maior poder antioxidante requerem 
maiores potenciais para oxidacao das bases de DNA (ex. adenina, 
guanina). 75 Os resultados para atividade antioxidante obtidos pelo 
metodo proposto para compostos fenolicos, tais como acidos cafeico 
e rosmarfnico, bem como para alguns extratos vegetais, apresenta- 
ram boa correlacao com metodos colorimeticos tradicionais, como 
o metodo de DPPH. 76 

O metodo colorimetrico conhecido como FRAC {Ferric Redu- 
cing/ 'Antioxidant Capacity) 11 e seu derivado eletroanalftico CRAC 
(Ceric Reducing/ 'Antioxidant Capacity) podem ser considerados 
metodos indiretos para determinacao do potencial antioxidante. 
O metodo CRAC emprega a cronoamperometria como tecnica de 
detec§ao e utiliza uma solucao acida de sulfato de cerio(IV) como 
oxidante. Este metodo se baseia no poder de reducao das amostras 
sobre Ce +4 e os resultados obtidos apresentaram boa correlacao com 
metodos tradicionais. 78 Uma desvantagem do metodo reside no fato 
de que Ce (IV) e um forte agente oxidante, de modo que, em amostras 
mais complexas, se pode perder seletividade, porem por outro lado 
inumeras vantagens podem ser citadas, dentre elas, a maior facili- 
dade no pre-tratamento da amostra, a utilizacao de equipamentos 
mais baratos e maior simplicidade analftica, alem do inerente poder 
oxidante do Ce 4+ (potencial redox de 1 ,29 V versus Ag/AgCl) que 
reage praticamente com todos os antioxidantes conhecidos presentes 
na dieta humana. 

CONCLUSOES 

Os testes in vitro tern se tornado importantes ferramentas que 
auxiliam na busca por substancias bioativas, bem como na selecao 
de materia-prima para estudo. Estes testes tern demonstrado a impor- 
tancia de dietas ricas em frutas e vegetais, comprovando a presenca 
de substancias antioxidantes, as quais auxiliam no combate aos ra- 
dicals livres. Devido a crescente busca por substancias bioativas que 
substituam os produtos sinteticos e diminuam os efeitos colaterais, 
um grande numero de testes in vitro tem sido desenvolvido para 
avaliar a atividade antioxidante, porem muitos desses metodos nao 
tem demonstrado correlacao com a habilidade dos compostos em 
inibir a deterioracao oxidativa in vivo. Isto se deve ao fato de que a 
atividade antioxidante depende nao somente da reatividade qufmica 
do antioxidante, mas tambem de fatores como localizacao ffsica, 
interacao com outros componentes e condi§oes ambientais. Devido 
aos diversos tipos de radicais e aos diferentes alvos de oxidacao, 
dificilmente havera um unico metodo capaz de representar de for- 
ma segura e precisa a real atividade antioxidante de um composto. 
Para uma avaliaijao correta desta atividade em alimentos e sistemas 
biologicos, modelos individuals devem ser desenvolvidos desde que 
representem as mesmas condicoes qufmicas, ffsicas e ambientais 
esperadas para o sistema em analise. 
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